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Abstract 



Medicaments contain one or more monoclonal anti-idiotype antibodies (I) with CD14-imitating function. (I) are 
pref. humanised by genetic engineering or adapted for other species. Pref. (I) imitates sequences of glycosylated 
or non-glycosylated CD14. Also claimed are numerous uses of anti-idiotype-CD14 antibodies (I') (see "USE"). 
CD 14, a monocyte differentiation antigen, is a glycosylated protein of human origin (CD = cluster of 
differentiation). 

USE/ADVANTAGE - (I) recognise and neutralise endotoxins (ET) (claimed). Claimed medicinal uses of (P) are for 
prophylaxis or therapy or diseases by reducing ET damage, prevention of sCD14-mediated cell activation and 
therapy of infections; the diseases involved are specifically burns (or sequellae), polytrauma (or sequellae), multi- 
organ failure, ARDS, septic shock, severe infections with AIDS, sequellae of therapy in immunosuppressed 
patients, liver diseases, immune defects, skin diseases (e.g. psoriasis), rejection crises, graft-versus-host disease, 
and auto-immune disease. Other claimed uses of (P) are : for prodn. of ET-specific adsorbents, for removing ET 
from patients, animals, nutrient media, infusion solns., rinsing solns. and other sterile prods.; and for detection of 
ET, ET-binding substances, exotoxins and other specific binding substances. (I) are useful for therapy and 
prophylaxis of viral or bacterial infections, esp. those associated with sepsis or ET shock. They are also useful 
prophylactically, e.g. for excluding ET during operations or organ transplantation. 

(I) have high ET-binding capacity. Unlike conventional anti-ET antibodies (e.g. raised against ET, LPS or lipid A) 
(I) do are not gp.- or strain-specific, and do not bind differently to free ET and whole bacteria contg. cell-bonded 
ET. 
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Der Inhalt dieser Schrift weicht von den am Anmeidetag eingereichten Unterlagen ab 
(&£) Arzneimittel enthaltend Antiidiotyp-Antikorper gegen Anti-CD14-Antikorper 

(57) CD14 als Endotoxinrezeptor vermittelt die TNF-, IL1-, IL6- 
und Sauerstoffradikalproduktion aus Monozyten. Diese Me- 
diatoren sind maSgeblich beteiligt an der Entwicklung von 
Multiorganversagen, Sepsis und Schock. Demzufolge ist die 
Verhinderung einer exessiven Mediatorfreisetzung Ziel der 
therapeutischen Konzepte. CD14 in loslicher Form verhindert 
als loslicher Rezeptor die Mediatorfreisetzung. Demzufolge 
kdnhen Antikorper mit CD 14 imitierender Struktur ihrer 
hypervariablen Regionen (Antiidiotypische-Anti-CD14-Anti- 
korper) mit gleichem Ziel eingesetzt werden. 
Ziel ist die Bereitstellung eines neuen Arzneimittels, enthal- 
tend Antiidiotypische Antikorper mit endotoxinneutralisie- 
render Wirkung. 

Um Antiidiotypische Antikorper herzustellen, werden zuerst 
m monoklonale Maus-Antikorper gegen die Endotoxinbin- 
dungsstelle von CD14 nach Immunisierung mit humanen 
J Monozyten und Boosterung mit loslichem CD14 hergestellt 
(Antikorper 1). Nach Immunisierung mit dem Antikorper 1 
werden monoklonale Antiidiotypische Antikorper (Antikorper 
2) produziert. Durch Antibody engeneering werden diese 
Antiidiotypischen Antikorper fur den therapeutischen Einsatz 
vorbereitet. 

Die Antiidiotypischen Antikorper mit CD14 imitierender 
Funktion werden als Arzneimittel zur Therapie von Bakteria- 
mien und Endotoxinamien sowie zur LPS-Entfernung aus 
diversen Losungen, Medien und Substanzen Einsatz finden. 



Die folgenden Angaben sind den vom Anmelder eingereichten Unterlagen entnommen 
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Gegenstand dieser Erfindung ist ein neues Arzneimit- 
tel enthaitend Antikdrper mit CD14-imitierender Func- 
tion. Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein 5 
Arzneirnittel enthaitend Anti-Idiotyp-Antikorper, wel- 
che aus Immunisierungen gegen idiotypische Abschnitte 
von Anti-CD 14- Antik6rpern gewonnen wurden und 
welche die Endotoxin-bindende Kapazitat des Endoto- 
xin- Rezeptors CD 14 imitieren, sowie die Verwendung 10 
dieser Anti-Idiotyp- Antikdrper zur Prophylaxe oder 
Therapie einer Sepsis. 

DarQber hinaus ist Gegenstand der Erfindung die 
Verwendung von Anti-Idiotyp-Antikorpern gegen Anti- 
CD 14- Antikdrper als Endotoxin-neutralisierendes Prin- 15 
zip. Dariiber hinaus ist Gegenstand der Erfindung die 
Verwendung von Anti-Idiotyp-Antikorpern gegen Anti- 
CD 14- Antikdrper zum Nachweis von Endotoxinen, en- 
dotoxinbindenden Substanzen. 

CD14 (Cluster of Differentiation) ist ein im Menschen 20 
vorkommendes, glykosyiiertes Protein. Es ist ein mem- 
branstandiges Differenzierungsantigen von Monozyten, 
das auch auf aktivierten neutrophilen Granulozyten und 
einigen Makrophagen exprimiert wird. Dieses Molekiil 
kann mittels monoklonaler Antikorper nachgewiesen 25 
werden. Weiterhin ist bekannt, daB CD14 in loslicher 
Form im Serum und anderen Kdrperflussigkeiten vor- 
kommt (Bazil, V., Horejsi, V, Baudys, M., Kristofova, R, 
Strominger, J.L., Kostka, W. and Hilgert, L: Biochemical 
characterization of a soluble form of the 53 kDa mono- 30 
cyte surface antigen. EUR. J. IMMUNOL. 16., 
1583-1589(1986)). 

Aus Haziot, A. et al. (The monocyte differentiation 
antigen, CD14, is anchoraged to the cell membrane by a 
phosphatidylinositol linkage. J. IMMUNOL. 141, 35 
547—552 (1988)) ist die CD14 Sequenz bekannt. Dar- 
iiber hinaus wird in dieser Veroffentlichung festgestellt, 
daB CD14 uber Phosphatidylinositol-Bindungen an die 
Zellmembrah koppelt 

Weiterhin ist aus Goyert, S.M. et al.(The CD 14 mono- 40 
cyte differentiation antigen maps to a region encoding 
growth factors and receptors. SCIENCE 239, 439-500 
(1988)) bekannt daB CD 14 ftinf N-Glykosylierungsstel- 
len aufweist. 

Membranstandiges CD14 (mCD14) hat ein Moleku- 45 
largewicht von ca. 53 kDa, 15sliches CD14 (sCD14) ca- 48 
kDa. CD14 ist als LPS-Rezeptor identifiziert worden. 
Die LPS-(Endotoxin)-Bindung wird. uber Serumprote- 
ine wie Septin oder LBP (LPS-bindendes Protein) ver- 
mittelt. (Wright, S.D. Ramos, RA, Tobias, P.S., Ulevitch 50 
R.J., and Mathison, J.C .. CD14, a receptor for lipopoly- 
saccharide (LPS) and LPS binding protein. SCIENCE 
249 1431 - 1433 (1990), Wright, S.D. Ramos, RA, Pate, 
M. and Miller, D.S.: Septin: a factor in plasma that opso- 
nizes lipopolysaccharide bearing particles for recogni- 55 
tion by CD14 on phagocytes. J. Exp. Med. 176, 719—727 
(1992). CD14 ist eine Rezeptorstruktur, die die LPS-in- 
duzierbare TNF-Synthese der CD14-exprimierenden 
Zellen vermittelt (Wright, 1990 s. o.). CD14 ist eine Re- 
zeptorstruktur, die aufierdem die IL1 , IL6 und Sauer- eo 
stoffradikalproduktion vermittelt, 

Diese Mediatoren sind maBgeblich beteiligt an der 
Entwicklung eines Multiorganversagens, Sepsis und 
Schock (Redl, H„ Schlag, G . . Pathophysiology of mulli 
organ failure (MOF) proposed mechanism. CLIN. IN- 65 
TENS. CARE 1, 66—71 (1990), Beutler, B. and Cermani, 
A.: Cachectin tumor necrosis factor: an endogenous me- 
diator in shock and inflammation. IMMUNOL RES. 5, 



281-293 (1987), Joka, Th„ Obertacke, U., Sturm, J., Jo- 
chum, M., Kirschfink, M„ Schramm, W., Dwenger, A., 
und Bartels, H.: Startreaktionen des traumatischen 
Schocks. H. UNFALLHEILKUNDE 212, 45-53 (1990), 
Danner, R.U Ein, RJ., Eilly, J.M., Hosseini, J.M., Schlesin- 
ger, T.L. and Parrillo, J.E. Endotoxinemia in human sep- 
tic shock. CRIT. CARE MED. 16, 397 (1988); Beutler, B., 
Milsark, I.W. and Cerami, A.C.: Passive immunization 
against cachectin/tumor necrosis factor protects mice 
from lethal effect of endotoxin. SCIENCE 229, 869—870 
(1985); Michie, H.R. Manogue, ICR-, Spriggs, D.R. et al.: 
Detection of circulating tumor necrosis factor after en- 
dotoxin administratiorL N. ENGL. J. MED. 318, 
1481-1486(1988). 

Demzufolge ist die Verhinderung einer exzessiven 
Mediatorfreisetzung Ziel der therapeutischen Konzep- 
te. 

CD 14 in loslicher Form verhindert ais loslicher Re- 
zeptor die Aktivierung einer Zelle (Monozyt oder Gra- 
nulozyt) uber das CD14-Molekul (Schiitt, C. Schilling, T. 
and Kxiiger, C: sCD14 prevents endotoxin inducible 
oxidative burst response of human monocytes ALLER- 
GIE IMMUNOL. 37, 159-164 (1991); Schiitt, G, Schil- 
ling, T., Grunwald, U., Schonf eld, W n Kriiger, C: Endoto- 
xin- neutralizing capacity of soluble CD 14. RES IM- 
MUNOL. 143,71-78(1992)). 

Demzufolge konnen Antikorper mit gleicher/ahnli- 
cher Struktur der hypervariablen Regionen mit glei- 
chem Ziel eingesetzt werden. 

Es ist weiterhin bekannt, daB einige Anti-CD14-Anti- 
korper Epitope am CD 14 binden, die fiir die Endotoxin- 
Bindung wichtig sind (Schiitt et al.: RES. IMMUNOL, 
s. o.). Werden gegen derartige Antikorper Antiidiotypi- 
sche Antikorper hergestellt, kdnnen unter diesen Anti- 
korper sein, die die CD14-Bindungsstelle in ihrer hyper- 
variablen Region sozusagen als "internal image" imitie- 
ren, d. h. funktionell gleichartig wie CD14 binden. 

Im folgenden ist eine entsprechende Herstellung bei- 
spielhaft aufgefiihrt: 

1. Preparation von sCD14 aus menschiichem Urin. 

2. Immunisierung von Mausen mit Humanmonozy-. 
ten (CD14-exprimierend) und anschlieBend mit 
sCD14. 

3. Selektion von monoklonalen Anti-CD 14- An ti- 
korpern mit einer Epitopspezifitat fiir LPS relevan- 
te CD14 Epitope, die eine funktionelle Hemmung 
der CD 14- Endotoxin- Bind ung verursachen, mittels 
FITC-markiertem LPS im FACS-Analysator an hu- 
manen Monozyten (Grunwald et ah, CIRCULATO- 
RY SHOCK 1992, in press) - Antikdrper 1. 

4. Immunisierung von Mausen mit derartigem Anti- 
korper 1 (Maus-Antikorpern). 

5. Selektion von Anti-Idiotyp-Antikorpern gegen 
Antikorper 1 = Antikorper 2 mittels ELISA und 
funktionelle Testung auf Hemmung der FITC-LPS- 
Bindung an humanen Monozyten. 

6. Antibody engeneering (Humanisierung oder ahn- 
Hches) fur geplante therapeutische Einsatze in ver- 
schiedenen Spezies bzw. Herstellung von Spaltpro- 
dukten dieser Antikorper. 

Die Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die Be- 
reitstellung eines neuen Arzneimitteis enthaitend Anti- 
korper mit endotoxinneutralisierender Kapazitat. 

Die EP-A-O 330 191 erwahnt die Verwendung gen- 
technologisch hergestellter CD-Molekiile als therapeu- 
tische und diagnostische Werkzeuge fiir verschiedene 
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Zwecke. Dort wird beschrieben, daB aktive Fragmente 
der gentechnologisch hergestellten CD-Molekiile zu 
diesen Zwecken eingesetzt werden konnen. Betont wird 
dabei ausdriicklich die Verwendung von rekombinanten 
CD-Molekiilen und nicht etwa aus natiirlichen Quellen 5 
isolierte CD-Molekiile. Die EP-A-O330 191 umfaBt 
Arzneimittel enthaltend CD 14. Hier wird die ausdruckli- 
che Verwendung von naturlichem CD 14 als Arzneimit- 
tel angezeigt. CD 14 hat ein Molekulargewicht von 53 . 
kDa. Die Anti-Idiotyp-Antikorper haben ein Molekular- 10 
gewicht von ca. 150 kDa, besitzen 2 effektive Bindungs- 
stellen, die die Rezeptorwirkung von CD14 erfulien und 
haben ein Antikorper-typisches Fc-Fragment, daB we- 
sentliche Funktionen bei der naturlichen Elimination 
der antikorpergebundenen Endotoxine erfiillt (z. B. Bin- 15 
dung an zellulare Fc-Rezeptoren und nachfolgende 
Phagozytose etc.). 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist die Bereit- 
stellung eines Arzneimittels zur Therapie und Prophyla- 
xe von viralen oder bakteriellen Infektionen, insbeson- 20 
dere solchen, die im Zusammenhang mit Sepsis und dem 
Endotoxin-Schock stehen. Das wirksame Prinzip des 
Arzneimittels sollte auch eine hohe Endotoxin-Bin- 
dungskapazitat aufweisen und in eng sprechend aufbe- 
reiteter Form auch in praventiver Weise eingesetzt wer- 25 
den konnen, um beispielsweise iatrogene Einwirkungen 
in Form von Einschleppung von Endotoxinen wahrend 
einer Operation oder einer Organ verpflanzung zu ver- 
hindern. 

Diese Aufgabe wird iiberraschend gelost durch ein 30 
Arzneimittel, enthaltend Antikorper mit analoger Wir- 
. kung wie ein loslicher LPS-Rezeptor, die als Mausanti- 
kdrper, Spaltprodukte oder humanisierte Antikorper . 
die CD14-Rezeptorbindung oder Endotoxin-Bindung 
imitieren. Diese Antikorper unterscheiden sich von An- 35 
ti-Endotoxin-Antikorpern, die durch die Immunisierung 
mit Endotoxinen, LPS, Lipid A oder analogen Endotox- 
inbruchstucken verschiedener Gramnegativer Bakte- 
rien hergestellt werden. 

Diese binden entweder nicht Endotoxine beliebiger 40 
Erreger, d. h. sind gruppen- oder stammspezifisch oder 
binden nicht in gleicher Weise freie Endotoxine und 
ganze Bakterien mit membranverankertem Endotoxin. 

Diese Aufgabe wird iiberraschend gelost durch Anti- 
Idiotyp-Antikorper mit Endotoxinbindenden Kapazita- 45 
ten, die der naturlichen Rezeptorbindung durch CD 14 
entspricht, d. h. sie besitzen absolute in vivo-Relevanz. 

Diese Erfindung war iiberraschend. Im gesamten 
Stand der Tierkunde findet sich kein Hinweis auf eine 
entsprechende Wirkung, bzw. kein Hinweis auf Anti- 50 
Idiotyp-Antikdrper mit endotoxin-neutralisierender 
Wirkung. 

Oberraschend war auch die hohe Bindungskapazitat 
der Anti-Idiotyp-Antikorper. 

55 

Patentanspruche 

1. Arzneimittel enthaltend einen (mehrere) mono- 
kionale Anti-Idiotyp-Antikorper mit CD14-imitie- 
render Fuhktion. 60 
Z Arzneimittel gem&B Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB es durch antibody engeneering 
humanisiert, bzw. fiir andere Spezies angepaBt 
wird. 

3. Arzneimittel gemaB Anspruch 1 und 2, dadurch 55 
gekennzeichnet, daB es Sequenzen von glykosylier- 
tem bzw. nicht-glykosyliertem CD14 imitiert 4. 
Arzneimittel gemaB Anspruch 1 und 2, dadurch ge- 



kennzeichnet, daB es Endotoxine und Exotoxine er- 
kennt und neutralisiert 

5. Verwendung von Anti-Idiotyp-CD14-Antik6r- 
pern zur Herstellung eines Arzneimittels zur Pro- 
phyiaxe oder Therapie von Krankheiten, bei denen 
Endotoxinschaden vermieden werden sollen. 

6. Verwendung von Anti-Idiotyp-CD14-Antikdr- 
pern zur Herstellung eines Arzneimittels zur The- 
rapie von Verbrennungen und Prophylaxe von Fol- 
geschaden. 

7. Verwendung von Anti-Idiotyp-CD14-Antik6r- 
pern zur Herstellung eines Arzneimittels zur The- 
rapie von Polytraumen und Prophylaxe von Folge- 
schaden. 

8. Verwendung von Anti-Idiotyp-CD14-Antik6r- 
pern zur Herstellung eines Arzneimittels zur Pro- 
phylaxe oder Therapie von Multiorganversagen. 

9. Verwendung von Anti-Idiotyp-CD14-Antikor- 
pern zur Herstellung eines Arzneimittels zur Pro- 
phylaxe oder Therapie von ARDS. 

10. Verwendung von Anti-Idiotyp-CD14-Antik6r- 
pern zur Herstellung eines Arzneimittels zur Pro- 
phylaxe oder Therapie von septischem Schock. 

11. Verwendung von Anti-Idiotyp-CD14-Antikdr- 
pern zur Herstellung eines Arzneimittels zur Pro- 
phylaxe oder Therapie schwerer Infektionen bei 
AIDS. 

12. Verwendung von Anti-Idiotyp-CD14-Antik6r- 
pern zur Herstellung eines Arzneimittels zur Pro- 
phylaxe von Folgeschaden bei Therapie bei immun- 
supprimierten Patienten. 

13. Verwendung von Anti-Idiotyp-CD14-Antikor- 
pern zur Herstellung eines Arzneimittels zur, Pro- 
phylaxe oder Therapie bei Lebererkrankungen. 

14. Verwendung von Anti-Idiotyp-CD14-Antik6r-. 
pern zur Herstellung eines Arzneimittels zur Pro- 
phylaxe oder Therapie bei Immundefekten. 

15. Verwendung dieses Arzneimittels in Human- 
und Veterinarmedizin (z. B. nach antibody enge- 
neering zur Anpassung an entsprechende Spezies). 

16. Verwendung von Anti-Idiotyp-CD14-Antikdr- 
pern zur Abwendung sCD14-vermittelter Zellakti-- 
vierungen. 

17. Verwendung von Anti-ldiotyp-CD14-Antik6r- 
pern zur Therapie von Infektionen. 

18. Verwendung von Anti-Idiotyp-CD14-Antik6r- 
pern zur Therapie von Hauterkrankungen, z. B. 
Psoriasis. 

19. Verwendung von Anti-Idiotyp-CD14-Antikdr- 
pern zur Therapie von Rejektionskrisen. 

20. Verwendung von Anti-Idiotyp-CD14-Antik6r- 
pern zur Therapie von Graft versus-Host-Reaktio- 
nen. 

21. Verwendung von Anti-Idiotyp-CD14-Antik6r- 
pern zur Therapie von Autoimmunerkrankungen. 
.22. Verwendung von Anti-Idiotyp-CD14-Antik6r- 
pern zur Herstellung von endotoxinspezifischen 
Adsorbern zur Erreichung von Endotoxinfreiheit in 
Patienten, Tieren, Nahrmedien, lnfusionslosungen, 
Spiillosungen und anderen sterilen Produkten. 

23. Verwendung von Anti-Idiotyp-CD14-Antikor- 
pern zum Nachweis von Endotoxinen, endotoxin- 
bindenden Substanzen, Exotoxinen und anderen 
spezifisch bindenden Substanzen. 



- Leerseite - 



